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本研究では、麹菌分泌酵素の一つであるリボヌクレアーゼ（ R N a s e） T 1 をコー
ドする遺伝子を麹菌から取得し、マルチコピーで遺伝子導入した高生産株を作成、
高分泌生産を確認した。酵母での高発現が細胞の増殖を阻害することを発見し、





のタンパク質があるのかさえあまりよく分かっていなかったが、申請者は Ti p 1 p
が細胞壁タンパク質であることを発見し、これを用いて細胞壁との結合部位を解
析し、細胞外への輸送転移機構に関するモデルを提案した。  
 本 論 文は 4 章より構成されている。  








 第 2 章では、麹菌 R N a s e  T 1 遺伝子の解析について記述する。麹菌は多くの加
水分解酵素を大量に分泌する微生物であり、分子生物学分野の研究で利用される
R Na s e  T 1 も麹菌培養物の水 抽出物か ら得られる消 化剤タカ ジアスタ ーゼか ら精
製された分泌型加水分解酵素である。 R Na s e  T 1 は s i R N A（ s m a l l  i n t e r f e r i n g  R N A）
合成のためにも利用される限定分解型 R Na s e であるが、遺伝子は取得されていな
かった。本研究では、麹菌 R N a s e  T1 について、ゲノム D N A 及び c D N A を取得、
麹菌及び酵母での大量発現系を構築し、酵母と麹菌のタンパク質発現、分泌機構
の違いについて考察した。まず、R N a s e  T1 遺伝子を麹菌ゲノムのファージライブ
ラリーから取得し、宿主麹菌及び A s p e r g i l l u s  n id u l a n s に本遺伝子を導入すること
により、取得した遺伝子が機能のある R Na s e  T1 をコードしていることを確認し
た。R N a s e  T 1 遺伝子の m R N A は通常の培養条件の麹菌からは取得できなかったが、
 2 
R Na s e  T 1 高発現株から m R N A を抽出し、R T- P C R を用いることによって R N a s e  T1
の c D N A を得ることができた。 R N a s e  T 1 遺伝子のゲノム D N A と c D N A の塩基配
列を比較し、本遺伝子の転写産物は細胞外分泌のための 2 6 アミノ酸からなるプレ
プロ配列を持ち、この部分配列をコードする塩基配列内に 11 4 b p のイントロンを
持つが、それ以外の O R F にはイントロンがないことが分かった。次に、R Na s e  T1
遺伝子の高発現が、麹菌及び酵母の増殖に与える影響について解析した。麹菌で
高発現することが知られる α アミラーゼ a my B のプロモーターに本 c D N A を接続
したプラスミドを麹菌に導入することにより、対照に比べ活性で 3 0 0 倍以上高発
現する株が取得できた。一方、酵母では同じ c D N A をガラクトース誘導プロモー
ターの下流に接続し、ガラクトース誘導条件により R N a s e  T1 を高発現させると
取得株の増殖が強く抑制されること、すなわち、麹菌と違い、R Na s e  T1 の発現が
酵母の増殖に影響することが分かった。本研究以前には、 R Na s e T 1 のアミノ酸配
列から塩基配列を推測した合成 D N A を用いて大腸菌での発現を試みた場合、そ
のままでは生産させることができず、融合遺伝子として発現させ、分泌後に R N a s e  
T1 と融合タンパク質を切断することによりはじめて成功したと報告されていた。
本研究により、R N a s e  T 1 の発現・分泌が、麹菌では増殖に影響しないが、酵母で
は影響することが示された。麹菌と酵母はともに真核微生物なので同じ分泌経路
を持つと考えられるが、R N a s e  T 1 発現が麹菌には影響がなく酵母に影響を与える
という結果は、タンパク質分泌機構自体、発現した R N a s e  T1 による阻害の影響
等に、両者間で何らかの差がある可能性を示唆している。   
 第 3 章では、酵母細胞壁タンパク質 Ti p 1 p の精製、細胞壁結合部位の解析につ
いて記述している。 Ti p 1 p は低温ショックにより高発現することが知られ、 N 結
合糖鎖を持たない G l y c o s y l p h o s p h a t i d y l i n i s o t o l  ( G P I )型タンパク質であるが、申請
者は Ti p 1 p が細胞壁タンパク質であることを発見した。真核生物の細胞表面のタ
ンパク質には G P I アンカーとよばれる糖脂質を介して細胞膜に結合しているタン
パク質が知られているが、酵母細胞壁グルカンに共有結合している「狭義の細胞





合に見出されるグルコサミンが、 G P I アンカーの加水分解物に含まれるグルコサ
ミンと見分けられなくなることも結果の解析を複雑にしていた。申請者は、以下
のようにグルカンの一部を結合し、 N 結合糖鎖を持たない Ti p 1 p を用いることで
これを克服することができた。L i C l 処理や S D S での煮沸により非共有結合タンパ
ク質を除去した精製細胞壁を調製し、グルカナーゼ処理によりグルカンの一部を
結合した細胞壁タンパク質を得て、ここから Ti p 1 p 部分を含む標品を精製した。
 3 
この標品には約 7 . 5 m o l / m o l のグルコース（グルカン構成成分）、約 1 m o l / m o l のエ
タノールアミン（ G P I アンカー構成成分）が含まれていた。リシルエンドペプチ
ダーゼ消化したペプチドでは、 G P I アンカーに結合する C 末端ペプチドのみがグ
ルコースを含んでいた。また、 C 末端ペプチドには、 G P I アンカー由来と思われ
るマンノース及び約 1 m o l / m o l のエタノールアミンが含まれていたが、G P I アンカ
ーの他の構成成分であるグルコサミンやイノシトールは検出されず、 C 末端に結
合した G P I アンカーが糖鎖部分で切断されていることが示唆された。 Ti p 1 p 部分
をヒドラジン分解により切断し、遊離したグルカン結合糖鎖を H P L C により精製
した。グルカン結合糖鎖にはエタノールアミン、マンノース、リン酸ジエステル
結合、グルコース還元末端を含んでいたが、マンノースの還元末端は検出されな
かった。これらの結果により、 Ti p 1 p のグルカン結合糖鎖は G P I アンカー由来で
あって、 G P I アンカーのマンノースとグルコサミンの結合またはマンノースとマ
ンノースの結合が切断されることにより生じるマンノースの還元末端を利用して 、
Ti p 1 p が細胞壁グルカンと結合していることが示された。Ti p 1 p のさらなる高発現
条件を設定し、グルカン部分を単糖や二糖にまで分解できるグルカナーゼを用い
て単一なグルカン結合糖鎖を大量に精製することにより N M R 解析が可能となり、
GP I 由来糖鎖のタンパク側から 3 番目のマンノースとグルカンが α1 - 4 マンノシド
結合していることが明らかになった。また、細胞膜に結合している G P I タンパク
質の G P I 側鎖は α1 - 2 結合したマンノースの割合が高いと報告されているが、Ti p 1 p
の G P I 由来糖鎖の側鎖は α1 - 2 結合している α1 - 3 マンノシルマンノースの割合が
高いことが分かった。  
 第 4 章では、本研究の成果を基礎として、酵母、麹菌のタンパク質分泌経路研
究及び細胞壁タンパク質の転移機構研究についての展望と本研究成果のさまざま
な分野への貢献の可能性について記述する。麹菌 R N a s e  T 1 については、本研究
で開発したプラスミド等が麹菌や酵母のタンパク質分泌経路研究の基盤材料とし
て利用され、北本ら（東京大学）のグループは、酵母で「 R N a s e  T 1 発現による超
感受性変異株の取得・解析」を行い、いくつかの遺伝子の機能を明らかにした。
酵母細胞壁タンパク質 Ti p 1 p については、この研究により G P I アンカーのマンノ
ース糖鎖部分が切断され、生じた G P I アンカー由来のマンノース還元末端を利用
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